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ÖZET 

 

METFORMĠNĠN, SIÇANLARDAN ELDE EDĠLMĠġ VE LĠPOPOLĠSAKKARĠD 

ĠLE ĠNDÜKLENEN MONOSĠTLERDE TNF-α SALINIMINA ETKĠLERĠ 

 

EMRE GEDĠKLĠ 

Yüksek Lisans Tezi, Farmakoloji Anabilim Dalı 

DanıĢman: Prof. Dr. A. SERDAR SOYDAN 

2012, 40 sayfa 

 

Ġmmün sistem yanıtının bir sonucu olan inflamasyon, pek çok hastalıkta ortaya çıkan bir 

tablodur (ateroskleroz, hipertansiyon, diyabet, kanser, romatoid artrit gibi). Diyabet 

tedavisinde kullanılan metforminin, kan Ģekerini düzenleyici etkisinden bağımsız 

olarak, antiinflamatuvar etkisininde olduğu bulunmuĢtur. Ancak etki mekanizması tam 

olarak açıklanamamıĢtır. Bu çalıĢmada, metforminin, lipopolisakkarid (LPS) ile inkübe 

edilmiĢ sıçan monositlerinden proinflamatuvar sitokinler olan TNF-α ve IL-6 sentez ve 

salınımı üzerindeki etkisi araĢtırıldı. 

Erkek 8-12 haftalık sağlıklı sıçanlardan (n=5, 200-250 g), genel anestezi (Xylazin 

3 mg/kg + Ketamin 90 mg/kg) altında kardiyak puncture yöntemiyle 5 ml kan alındı ve 

steril EDTA‟lı tüplere konuldu. Santrifuj (ficoll 3ml, 400xg, 30dk) yardımıyla 

mononükleer hücreler ayrıĢtırıldı. Hücreler RPMI 1640 media ile sulandırıldı 

(3.3±0.2x10
5
/ml). Hücreler önce metformin (2.5 µM, 25 µM, 250 µM) ile 2,5 saat 

inkübe edildi. Bu sürenin sonunda LPS (100 ng/ml, 1µg/ml) eklenerek 5 saat daha 

inkübe edildi. Daha sonra santrifuj (400xg, 20dk.) yapıldı, süpernatantlar -80
o
C‟de, 

ELISA yöntemi ile TNF-α ve IL-6 düzeyleri ölçülene kadar saklandı.  

Hücrelerin deneyler sonunda canlılık oranları %98‟in üzerindeydi. TNF-α 

miktarları arasındaki fark, LPS 100 ng/ml ile, LPS + metformin (2.5µM, 25µM, 

250µM) grupları karĢılaĢtırıldığında (2179±359 ve 1613±437, 2915±572, 6059±948 

pg/ml), istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı (p>0.05). LPS 1µgr/ml ile, 

LPS+metformin (2,5µM, 25µM, 250µM) grupları karĢılaĢtırıldığında (1752±553 ve 

3023±745, 2344±598, 6238±841 pg/ml), 2.5µM (p<0,05) ve 250µM (p<0.05) 

metformin TNF-α değerlerini anlamlı Ģekilde artırırken, 25µM metformin anlamlı bir 

fark oluĢturmadı (p>0.05). IL-6 miktarları ELĠSA yöntemi ile ölçülecek miktarda 

bulunmadı. 



Bu konuda yapılan diğer çalıĢmalardan elde edilen sonuçlara göre, metforminin 

proinflamatuvar sitokinlerin sentezini inhibe etttiği bulunmuĢtur. Bu çalıĢmada, 

metformin, LPS ile indüklenen sıçan mononükleer hücrelerinden, TNF-α sentez ve 

salınımını, azaltmaktan ziyade artırmaya yönelik bir etki gösterdi.  

 

Anahtar kelimeler: Metformin, sitokin, Lipopolisakkarid, inflamasyon, mononükleer 

sıçan hücresi  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

THE EFFECTS OF METFORMIN RELEASE OF TNF-α FROM 

LIPOPOLYSACCHARIDE INDUCED RAT MONOCYTE CELLS 

 

Emre GEDIKLI 

Master of Science Thesis, Department of Pharmacology 

Supervisor: Prof. Dr. A. Serdar SOYDAN 

2012, 40 pages 

 

Inflammation which is a response of immune system is seen in many disorders such as 

atherosclerosis, hypertension, diabetes, cancer, rheumatoid arthritis. Metformin, an oral 

antidiabetic drug, has antiiflammatory effect apart from blood glucose regulatory effect. 

However, the mechanism of antiinflammatory effect is not clearly understood. In this 

study, the effect of metformin on the release of cytokines (TNF-α and IL-6) from LPS 

stimulated rat mononuclear blood cells was investigated. 

Blood samples (5ml) were taken from healthy, male, 8-12 weeks old rats (n=5, 

200-250g) through cardiac puncture under general anesthesia (Xylazine 3 mg/kg + 

Ketamine 90 mg/kg) into sterile EDTA containing tubes. Mononuclear cells were 

separated by centrifugation (ficoll 3ml, 400xg, 30min.) and were resuspended in RPMI 

1640 media (3.3±0.2x10
5
/ml). Cells were then incubated with metformin (2.5 µM, 25 

µM, 250 µM) for 2,5 hours followed by addition of LPS (100 ng/ml, 1µg/ml) for further 

5 hours. Following centrifugation (400xg, 20min.), supernatants were kept at -80
o
C 

until the measurement of TNF-α and IL-6 by ELISA. 

Cells viability was over 98% at the end of experiments. In terms of the amount of 

TNF-α, the difference of between LPS (100ng/ml) alone and LPS+metformin (2.5 µM, 

25 µM, 250 µM) groups was not statistically different (2179±359 ve 1613±437, 

2915±572, 6059±948 pg/ml) respectively, p>0.05. When we compared the difference 

between LPS (1µg/ml) alone and LPS+metformin (2.5 µM, 25 µM, 250 µM) groups 

(1752±553 ve 3023±745, 2344±598, 6238±841 pg/ml) respectively, 2.5µM (p<0,05) ve 

250µM (p<0.05) metformin increased the amount of TNF-α statistically whereas 25µM 

(p>0.05) metformin did not. The amount of IL-6 was not within measurable range in 

this study. 

 



Metformin inhibited the synthesis of proinflammatory cytokines from monocytes 

isolated from mice and from human vascular smooth muscle cells, macrophages and 

endothelial cells induced with IL- 1β. In this study, metformin increased the amount of 

released TNF-α rather than decrease.  

 

 

Key words: Metformin, cytokine, LPS, inflammation, mononuclear rat cells 
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BÖLÜM I 

 

GĠRĠġ ve AMAÇ 

 

Ġmmün sistem hücrelerinin, sitokin sentezlemek suretiyle, endojen veya eksojen 

uyaranlara karĢı verdiği yanıtın bir sonucu olan inflamasyon, pekçok hastalıkta ortaya 

çıkan bir tablodur (ateroskleroz, hipertansiyon, diyabetes, kanser, romatoid artrit gibi). 

Ġnflamasyona aracılık eden pek çok endojen molekül vardır (sitokinler, histamin, 

siklooksijenaz ürünleri, NO, oksijen radikalleri gibi). Bunların arasında sitokinler, 

özellikle TNF-α ve IL-6‟nın rolü oldukça önemlidir. Toll-like reseptör 4 (TLR-4), insan 

monosit hücreleri yüzeyinde bulunan ve agonistleri aracılığı ile sitokin sentez ve 

salıverilmesine aracılık eden bir reseptördür (1). Aktivasyonu için endojen ve eksojen 

tanımlanmıĢ agonistleri vardır. Önemli eksojen agonistlerden birisi, Gram (-) bakteri 

hücre duvarında bulunan lipopolisakkarid'dir (LPS) (2).  

Metformin, diyabet tedavisinde kullanılan bir ilaçtır. Karaciğerde glukoz yapımını 

azaltır, glukozun barsaklardan emilimini azaltır ve insülin duyarlılığını artırır (periferik 

glukoz alımını ve kullanımını artırır). Metforminin, sıçanlarda cerrahi sonrası (kısmı 

hepatektomi) LPS ile oluĢturulan sepsis modelinde, hem proinflamatuvar sitokinlerin 

oluĢumunu hem de hemostatik değiĢikleri azalttığı gösterilmiĢtir (3). Metformin LPS ile 

indüklenmiĢ proinflamatuvar sitokinleri azaltırken, karaciğerde sentezlenen 

antiinflamatuvar sitokinlerin miktarını değiĢtirmemiĢtir (3). Metforminin, LPS veya 

oxLDL ile uyarılmıĢ izole insan monositlerinde TNF-α yapımını ve doku faktörünün 

(TF) expresyonunu anlamlı bir Ģekilde azalttığı bulunmuĢtur. Ġlave olarak hem TNF-α 

hem de TF mRNA düzeylerini azaltmıĢtır (4). Sıçanlarda, yağdan yüksek diyetle 

beslenme yoluyla oluĢturulan alkole bağlı olmayan karaciğer yağlanması hastalığı 

modelinde, metformin, doku TNF-α miktarlarını düĢürmüĢtür (5). Pioglitazon tedavisi 

altındaki diabet hastalarına, tedaviye metformin eklenmesi plazmadaki TNF-α 

miktarlarında anlamlı düĢüĢe neden olmuĢtur (6). Bu çalıĢmalar, metforminin kan 

Ģekerini düzenleyici etkisinden bağımsız olarak, antiinflamatuar etkisi olduğu görüĢünü 

desteklemektedir. Ancak etki mekanizması tam olarak açıklanamamıĢtır. 

Bu çalıĢmada, metforminin antiinflamatuvar etkinliği olup olmadığını araĢtırmak 

amacı ile, sıçanlardan izole edilen ve LPS ile indüklenen periferik kan mononükleer 



hücrelerinden salıverilen proinflamatuvar sitokinler olan TNF-α ve IL-6 miktarları 

üzerinde, metforminin etkisi araĢtırıldı.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

BÖLÜM II 

 

GENEL BĠLGĠLER 

 

2.1. Ġnflamasyon 

 

Ġnflamasyon fiziksel, kimyasal ve diğer etmenlerin (patojenler) neden olduğu bir doku 

hasarına karĢı hücresel ve humoral düzeyde oluĢan güçlü bir fizyolojik yanıttır. 

Ġnflamasyonda amaç hasarlayıcı etkeni ve ürünleri ortadan kaldırmak, zararlıyı oluĢtuğu 

yerde sınırlı tutmak, kontrol sağlandıktan sonra hasarlı dokuların tamirini ve 

yenilenmesini sağlamaktır (7,8,9). 

Ġnflamasyon sırasında lokal olarak ısı artıĢı, ağrı, kızarıklık ve ĢiĢlik gibi belirtiler 

görülür. Sistemik olarak ise ateĢ, sedimantasyon, lökosit ve vasküler permeabilite artıĢı 

görülür. Ġnflamasyonun organizmada üç temel amacı vardır. Bunlar, hastalık etkenini 

yok etmek, yok edemiyorsa vücuttan ayrı tutmak ve hasarlı dokuları ortadan 

kaldırmaktır (8,9). Örneğin nekrotik dokularda, nekrozun yayılmasını ve bu ölü 

dokuların intoksik etkisini engellemek amacıyla nekrotik saha inflamatuvar etkiyle 

sınırlandırılmaya çalıĢılır. Ġnflamasyonun vasküler ve hücresel yanıtları, plazma 

hücrelerinden çıkan ve inflamatuvar bir uyaranla meydana gelen kimyasal faktörlerle 

ortaya çıkmaktadır. Bu kimyasal mediyatörler bir arada veya sırayla etki ederek 

inflamatuvar yanıtın oluĢmasını etkilerler. Ġnflamasyon patolojisi vasküler ve hücresel 

olaylar olmak üzere iki ana olayı içerir (10,11). 

 

2.1.1. Ġnflamasyonda Vasküler Olaylar 

 

Vasküler akım ve permeabilite ile ilgili iki çarpıcı değiĢiklik söz konusudur. 

Arteriollerde birkaç saniyelik kısa süreli vazodilatasyon oluĢur ve erken dönemde ısı 

artıĢı ve kızarıklığa neden olur (12). DolaĢımdan ekstra vasküler sıvıya protein kaçıĢı 

nedeniyle eritrosit stazı meydana gelir ve nötrofiller endotel boyunca marjine olurlar. 

Sonra interstisyel dokuya göç ederler. Vazodilatasyon ve artmıĢ kan akımı intravasküler 

hidrostatik basıncı, bu da kapillerden sıvı filtrasyonunu artırır. Bu sıvı baĢlangıçta 

transuda niteliğinde olmakla birlikte, kısa sürede damar duvar geçirgenliğinin artması ile 



değiĢir ve proteinden zengin sıvı yani eksudaya dönüĢür. Sonuçta intravasküler ozmotik 

basınç azalır ve interstisyel ozmotik basınç artarak ödeme neden olur.  

 

2.1.2. Ġnflamasyonda Hücresel Olaylar 

 

Lökositlerin en çarpıcı fonksiyonu hasar yerine göçleridir. Lökositlerle ilgili olaylar 

sırasıyla: a) Marjinasyon ve yuvarlanma, b) Adezyon, c) Emigrasyon, d) Fagositoz ve 

intravasküler yıkım, e) Lökosit ürünlerinin ekstrasellüler salınımıdır. Ġnflamasyon 

sürecindeki lökosit olayları ġekil 1‟de gösterilmektedir(12). 

 

ġekil 2.1. Ġnflamasyon sürecindeki lökosit olayları 

 

2.1.3. Ġnflamasyonun Kimyasal Mediyatörleri 

 

Ġnflamatuvar doku yanıtı oluĢturulmasında aracılık eden kimyasal mediyatörlerden, ilk 

keĢfedilen histamin olmakla birlikte, sayıları giderek artmaktadır. Mediyatörler, hasarlı 

dokudan, hücrelerden veya plazmadan köken alan çeĢitli kimyasal maddelerdir. 

Histaminin yanında p maddesi, serotonin, nitrik oksit, sitokinler gibi kimyasal maddeler 

de inflamasyonda rol oynayan mediatörlerdendir. Bazı ara ürünlerde inflamasyonda rol 

oynar (örn. siklooksijenaz ürünleri). Hasarlanmanın olduğu alandan bazı endojen 

kimyasal mediyatörler salınır. Sitokin adı verilen bu maddeler protein yapısında 

moleküllerdir(13-19). 

 



 

 

2.2. Sitokinler ve Ġnflamasyon 

 

CD4+ T lenfosit ve aktive makrofajlar gibi birçok hücre tipinden sentezlenen 

mediyatörlerdir. Ġmmatür CD4+ T hücreler (TH0) farklı sitokin sekrete edebilme 

yeteneğinde olan TH1 ve TH2 hücrelerine farklılaĢma özelliğine sahiptirler (17). Sitokin 

sekresyonu, bakteriyel ürünler, immün kompleksler, toksinler, fiziksel incinmeler ve 

çeĢitli inflamatuvar olaylarla uyarılabilirler. Sitokinler polipeptid yapıda olup 

inflamasyonda en önemlileri interlökinler (IL) ve tümör nekroz faktör-alfadır (TNF-α). 

Özellikle IL-6 ve TNF-α birçok ortak biyolojik özellikleri paylaĢır. Her ikisi de aktive 

makrofajlar, lenfosit ve diğer hücre tipleri tarafından sentezlenir ve proinflamatuvar 

sitokinler olarak adlandırılırlar (13-19). 

 

2.2.1. Ġnterlökin 6  

 

Multifonksiyonel bir sitokin olan IL-6‟nın matür formunun moleküler ağırlığı 22000-

30000kDa arasında değiĢir ve 184 aminoasitten oluĢur (20,21). IL-6 geni 7. kromozom 

üzerindedir. Mononükleer fagositik hücreler IL-6‟nın en önemli kaynağıdır. IL-6 aynı 

zamanda fibroblastlar, endotel hücreleri, B ve T lenfositler, hepatositler, keratinositler, 

glial hücreler ve kemik iliği stroma hücreleri tarafından da sentezlenir. (22).  

IL-6, immun yanıtı, akut faz reaksiyonlarını ve hematopoezi regüle ederek 

konağın savunma mekanizmasında önemli bir rol oynar (20,23,24). TNF, IL-1, platelet 

kaynaklı büyüme faktörü (PDGF), IFN-beta gibi sitokinler, antijenler, mitojenler ve 

bakteriyel endotoksinler (lipopolisakkarit) farklı hücre tiplerinde IL-6 oluĢumunu 

uyarır. IL-6 inflamatuvar cevabın önemli bir mediyatörüdür. Enfeksiyon etkeni 

mikroorganizmalar ve onların ürünlerine karĢı konak savunmasında yer alan hücrelerce 

ve hasar gören dokular tarafından salgılanır. Sepsis ve özellikle Gram(-) bakterilerin 

yaptığı septik Ģokta IL-6 ve TNF alfa seviyeleri yüksek bulunmuĢtur (25,26). Bakteriyel 

menenjitlerde, BOS‟ta ve kanda IL-6 konsantrasyonu yükselmiĢtir (27,28). HIV 

enfeksiyonunda da monositlerden IL-6 salındığı gösterilmiĢtir. Enfeksiyon sırasında 

bazı sitokinler birbirini etkiler. IL-1 ve TNF direkt olarak IL-6 genine etki ederek IL-6 

yapılmasını arttırır (29). IL-6‟nın antiviral aktivitesi olmakla birlikte interferonlarla 

MHC1 sınıfı antijenlerin yapımını uyarır (30). 



 

2.2.2. Tümör Nekrozis Faktör (TNF-α) 

 

Tümör nekrozis faktör alfa (TNF-α) esas olarak T lenfositler ve makrofajlar tarafından 

sentezlenen ve sekretuar formu 17 KD, membran formu ise 26 KD olan bir sitokindir 

(31,32). TNF-α, immünoinflamatuvar reaksiyonlarda düĢük konsantrasyonlarda (10
-9

 M) 

lokal etki gösteren güçlü parakrin ve otokrin düzenleyicidir. Aynı zamanda birçok hücre 

tipinde büyüme ve farklılaĢmayı düzenler. Özellikle interferon-gama (IFN-γ) ile 

kombinasyonu sitotoksiktir. Ġn vivo olarak mürin sarkomlarının nekrozunda rol alır. 

ÇalıĢmalar, TNF- α‟nın akut inflamasyonda ve antitümöral immünitede en önemli 

sitokin olduğunu göstermektedir. Nötrofil ve endotel hücrelerini uyararak adezyon ve 

kemotaksisi yönetir. TNF-α, aktive monositler, makrofajlar ve daha az çoğunlukta 

aktive T hücreler, B hücreler, mast hücreler, fibroblast, keratinosit, Kupffer hücreleri, 

düz kas, sinovial örtü hücreleri ve bazofil gibi birçok hücre tipinden salgılanmaktadır. 

Fibroblastların ve endotel hücrelerinin TNF-α aracılıklı proliferasyonu yara 

iyileĢmesinde önemlidir. Ayrıca TNF-α, endotelyal vasküler hücre adezyon molekülü 

(VCAM)‟nün sentezinde önemli bir uyarandır. TNF-α üretimi, IL-10, TGF-β, PGE, 

siklosporin A, deksametazon, ibuprofen, metilprednizolon ve pentoksifilin tarafından 

inhibe edilir (13-19). 

 

2.3. Lipopolisakkarid 

 

Gram-negatif bakteriler Gram boyama prosedürü sırasında kristal viyole boyasını 

tutmayan bakterilerdir. Gram-negatif bakterilerin pek çoğu patojendir. Yani, insanlarda 

hastalık yapma yetisine sahiplerdir. Bu hastalık yapma yetisi baĢlıca Gram-negatif hücre 

duvarının lipopolisakkarid (LPS) içeriğinden kaynaklanmaktadır. Canlı bir ortamda, 

gram negatif bir bakteri, dıĢarıdan eklenen LPS veya baĢka endotoksinler, bir dizi 

bağıĢıklık sistem tepkisi oluĢturur. Üzerinde en çok araĢtırma yapılan toksin, gram 

negatif bakterideki LPS‟dir. LPS yapısındaki Lipid A komponenti, toksisiteden 

sorumludur (3). Bu antijenik yapı ve toksinler dolaĢımdaki mononükleer fagositik 

hücreleri CD 14 reseptörüne bağlanarak uyarırlar. Monositlerden tümör nekrozis faktör 

(TNF-α), interlökin ve trombositleri aktive eden faktör ( PAF ) salınır (3).  

 

 



2.4. Metformin 

 

Metformin (C(=NH)NHC(=NH)N(CH3)2 HCl ) molekül ağırlığı 165,62 olan biguanid 

türevi oral antidiyabetiktir. Metformin, oral yolla alındıktan sonra gastrointestinal 

kanaldan yavaĢ absorbe edilir. BaĢlıca ince barsaktan emilir. Gıdalar metforminin 

emilimini azaltır, emilim süresini uzatır. Ġlacın mutlak biyoyararlanımı yaklaĢık %50 - 

60'dır. Oral yolla verilmesini takiben metformin plazma doruk konsantrasyonuna 1 - 3 

saatte ulaĢır. Plazma proteinlerine bağlanma oranı ihmal edilebilir seviyelerdedir. 

Zamana bağlı olarak eritrositler içine de girer. Kararlı plazma konsantrasyonlarına 24 - 

48 saat içinde ulaĢır. Metformin karaciğerde metabolizasyona uğramaz. Emilen ilacın 

%90'ı ilk 24 saat içinde baĢlıca tübüler salgılama ve idrar yolu ile atılır. Yarılanma ömrü 

yaklaĢık 1,5 - 6 saattir. Klinik kullanım dozlarında, böbrek fonksiyonları normal olan 

diyabetik ve diyabetik olmayanlarda metformin farmakokinetikleri değiĢmez. Böbrek 

fonksiyon bozukluğu olanlarda ise metforminin plazma ve kan yarılanma ömrü uzar. 

Karaciğerde glukoz yapımını azaltır, glukozun barsaklardan emilimini azaltır ve 

insülin duyarlılığını artırır (periferik glukoz alımını ve kullanımını artırır) (33). 

Metformin tedavisi ile açlık insülin seviyeleri ve gün boyu plazma insülin yanıtı 

artarken, insülin sekresyonu uyarılmaz. Etki mekanizması diğer oral antidiyabetik 

ajanlardan farklıdır. Metformin, insülin salınımını uyarmadığı için, sülfonilürelerden 

farklı olarak, ne tip 2 diyabetli hastalarda ne de normal kiĢilerde hipoglisemi oluĢturmaz 

ve hiperinsülinemiye sebep olmaz. Metformin tedavisi sırasında, açlık insülin seviyeleri 

ve gün boyu süren plazma insülin cevabı artarken, insülin sekresyonu değiĢmez (34). 

Tip II diyabetik hastaların çoğunda normal olmayan serum lipid seviyeleri üzerine 

metforminin olumlu etkileri vardır. Tek baĢına metformin veya sülfonilüre ile 

kombinasyonu, diğer lipid seviyelerinde advers etki oluĢturmaksızın, ortalama açlık 

serum trigliserid, total kolesterol ve LDL kolesterol seviyelerini düĢürmektedir (35).  

 

2.5. Metformin ve Ġnflamasyon 

 

Yapılan son çalıĢmalar metforminin serum glukoz düzeyini düĢürmesinin yanı sıra 

antiinflamatuvar etkilerininde olabileceğini de göstermiĢtir. Metforminin, sıçanlarda 

cerrahi sonrası (kısmı hepatektomi) LPS ile oluĢturulan sepsis modelinde, hem 

proinflamatuar sitokinlerin oluĢumunu hem de hemostatik değiĢikleri azalttığı 

gösterilmiĢtir (3). Metformin LPS ile indüklenmiĢ proinflamatuar sitokinleri azaltırken, 



karaciğerde sentezlenen antiinflamatuar sitokinlerin miktarını değiĢtirmemiĢtir (3). 

Metforminin, LPS veya oxLDL ile uyarılmıĢ izole insan monositlerinde TNF-α 

yapımını ve doku faktörünün (TF) expresyonunu anlamlı bir Ģekilde azalttığı 

bulunmuĢtur. Ġlave olarak hem TNF-α hem de TF mRNA düzeylerini azaltmıĢtır (4). 

Metformin aynı zamanda RAW 267.4 hücrelerinde interferon gama ve IL-17 ile 

indüklenen iNOS ve COX-2 expresyonunu da azaltmıĢtır (36). Tüm bu bulgular 

metforminin antiinflamatuar etkisinin varlığını destekler ve inflamatuar hastalıklarda 

tedavi edici rolü olabileceğini düĢündürür.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

BÖLÜM III 

 

GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. Kullanılan Malzemeler 

 

Phosphate buffer saline (PBS) (200 ml/tb), RPMI 1640 media (100 ml/ĢiĢe), Ficoll 

histopaque 1083, E. Coli 0111:B4 lipopolisakkarid (endotoksin) Sigma‟dan (Aldrich, 

Almanya) alındı. Metformin HCL (50 g), Bilim Ġlaç firmasından temin edildi. Rat TNF 

α ve IL-6 ELISA kitleri (RayBio) Seha medikalden alındı. Heparin 25000 Ü flakon 

(Mustafa Nevzat Ġlaç Firması, Nevparin), penisilin G 1000000 Ü flakon (Ġ.E ULAGAY 

Ġlaç Firması, Penisilin-G), streptomisin 1 g flakon ( Ġ.E ULAGAY Ġlaç Firması, 

Streptomisin Sülfat), 15 ml ve 50 ml lik santrifüj tüpleri, EDTA lı tüpler, pipet uçları, 

steril pipetler (10 ml), cam pastör pipetler, ependorf tüpleri (1,5 ml) Seha medikalden 

alındı.  

 

3.2. Deney Hayvanlarının Seçimi 

 

Erkek 200–250 g arası, 8–12 haftalık sağlıklı sıçanlar, Cumhuriyet Üniversitesi hayvan 

laboratuarından temin edildi. Sıçanlar 12 saat karanlık ve 12 saat aydınlık ortamda, 

normal su ve normal yem ile serbest beslenmeye bırakıldı. Proje Cumhuriyet 

Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafından 04.03.2010 tarihli 

B.30.2.CUM.0.01.00.00-50/31 sayılı kararla onaylanmıĢtır. 

 

3.3. Deney Hayvanlarından Kan örneklerinin Alınması 

 

Sıçanlar Cumhuriyet Üniversitesi hayvan laboratuarında xylazin + ketamin (xylazin 3 

mg/kg subkutan, ketamin 90 mg/kg subkutan) ile anestezi yapıldıktan sonra, kan 

örnekleri, kardiyak puncture yöntemiyle, 10 ml‟lik EDTA‟lı steril enjektör kullanılarak, 

tek seferde alındı ve steril EDTA‟ lı tüplere konuldu. 

 

 

 



3.4. Mononükleer Hücrelerin AyrıĢtırılması 

 

Sıçanlardan alınan kan örnekleri 15 ml lik steril tüplere konuldu ve 1:1 oranında PBS ile 

sulandırıldı. BaĢka bir 15 ml‟lik tüpe 3 ml Ficoll histopaque eklendi. Phosphate buffer 

saline ve kan karıĢımı Ficoll histopaque üzerine karıĢmayacak Ģekilde yavaĢça eklendi 

20 dakika santrifüj edildi (400xg). Santrifüj sonunda belirgin bir halka Ģeklinde ayrıĢan 

mononükleer hücreler pastör pipet yardımıyla 15 ml‟lik steril santrifüj tüpüne alındı ve 

10 ml PBS eklendi. Hafif Ģiddette çalkalama iĢlemi yapılarak hücreler yıkandı. 10 

dakika santrifüj edildi (100xg), süpernatant atıldı, 10ml PBS eklenerek yıkama iĢlemi 

tekrar edildi. Ġkinci yıkamadan sonra dipte kalan hücreler, daha önce hazırlanan 

ml‟sinde 2,5 Ü heparin, 100 Ü penisilinG, 100 µg streptomisin eklenmiĢ olan RPMI 

1640 media ile (10 ml) sulandırıldı.  

 

3.5. Hücrelerin Sayılması ve Morfolojik Yapılarının Ġncelenmesi 

 

Hücre stokundan alınan 1 ml‟lik örnek, Thoma lamına yayılarak 10x büyütme altında 

sayımı yapıldı. Aynı Ģekilde alınan örnek morfolojik olarak incelendi ve mononükleer 

hücrelerin tanımı sağlandı. Hücrelerin morfolojik olarak tanımında, Giemsa ve Liscia - 

De Marchi boyama yöntemleri kullanıldı. 

Giemsa yönteminde; 

a) 1 damla kan lam üzerine alındı  

b) BaĢka bir lam ile yayma preparat hazırlandı 

c) Ġyice kurutulduktan sonra, etil alkolde 7 dakika bekletilerek fiksasyon yapıldı. 

d) Daha sonra Giemsa boyası içerisinde 1 dk bekletildi ve bol distile su ile yıkandı. 

e) Kurutulduktan sonra baĢka lam ile entellan yardımıyla kapatılarak incelendi. 

 

Liscia - De Marchi yönteminde; 

a) Yayma yapıldıktan sonra lam havada kurutuldu.  

b) 1-2 sn %0,9 luk serum fizyolojikle yıkandıktan sonra %96‟lık etil alkolde birkaç 

kez çalkalama yapıldı.  

c) Solüsyon I içerisinde 3-4 dakika bekletildi ve %0,9 luk serum fizyolojikle 

yıkandı.  

d) Mavi su içerisinde 2 dk bekletildi ve fizyolojik su ile yıkandı. 



e) Solüsyon II içerisinde 1 dk, %96‟lık etil alkolde ise 15 sn bekletildi. Daha sonra 

%100 alkolde 15 sn bekletildi.  

f) Ksilende Ģeffaflandırma yapılarak farklı lam ile entellan yardımıyla 

kapatıldıktan sonra mikroskopta incelenerek resimleri alındı ve hücrelerin tanımı 

yapıldı. 

 

3.6. Hücrelerin Canlılıklarının Kontrolü 

 

Hücreler lam üzerine yayıldı ve lamelle kapatılarak, lam lamel arasındaki boĢluktan 1µl 

Trypan Blue kullanılarak boyandı ve mikroskop altında canlılıklarına bakıldı. Hücre 

zarı yapısı bozulan hücreler mavi renk ile göründü. 

 

3.7. Lipopolisakkarid ve Metforminin Hazırlanması 

 

Lipopolisakkarid (LPS) 100 ng/ml ve 1 µg/ml olarak % 0,9 serum fizyolojik içerisinde 

hazırlandı. Metformin 2,5 µM, 25 µM, 250 µM olarak % 0,9 serum fizyolojik içerisinde 

hazırlandı. Hazırlanan solüsyonlar 2 mikron çapındaki enjektör filtreleriyle steril edildi. 

 

3.8. Hücrelerin LPS ve Metforminle Ġnkübasyonu 

 

Hücreler 10 adet ependorf tüpüne alındı ( 20 - 40x10
4 

hücre / ml) ve tüpler aĢağıda 

belirtilen miktarlarda LPS ve/veya Metformin ile etüvde inkübasyona bırakıldı.        

(37ºC‟de, %5 CO2) (Nuaire, NU 5500E, A.B.D). 

 

1. tüpe sadece taĢıyıcı ( 20 µl steril % 0,9 serum fizyolojik ) 

2. tüpe taĢıyıcı ve 100 ng LPS ( 1 ml)  

3.tüpe taĢıyıcı ve 1 µg LPS (1ml) 

4. tüpe 100ng LPS ve 2,5 µM Metformin,  

5. tüpe 100 ng LPS ve 25 µM Metformin  

6. tüpe 100ng LPS ve 250 µM Metformin  

7. tüpe 1 µg LPS ve 2,5 µM Metformin 

8. tüpe 1µg LPS ve 25 µM Metformin  

9. tüpe 1 µg LPS ve 250 µM Metformin 

10. tüpe taĢıyıcı ve 250 µM Metformin konuldu.  



Bu protokole uygun olarak hücreler önce metformin ile 2,5 saat inkübe edildi. 

Bu sürenin sonunda LPS eklenerek 5 saat daha inkübe edildi. Ġnkübasyon süresi 

sonunda tüm Ependorf tüpleri mikro santrifüj cihazında ( Sigma, 6-16K, Almanya ) 20 

dakika santrifüj edildi (400xg), süpernatantlar alındı ve –80 ºC de ELISA yapılana 

kadar saklandı. 

 

3.9. Sitokinlerin ( TNF-α ve IL – 6 ) Ölçümü 

 

Ölçümler, kit içerisinden çıkan prosedürlere göre ELĠSA yöntemiyle yapılmıĢtır. 

 

3.9.1. TNF-α Ölçümü 

 

TNF-α düzeyleri ELISA kiti (RayBiotech Inc. A.B.D) kullanılarak ölçüldü. Ölçümde 

mikro plate reader (450nM dalga boyu seçilerek) kullanıldı.  

a) Kitte bulunan solüsyonlar oda sıcaklığına getirildi. 

b) Solüsyonlarda gerekli seyreltme iĢlemleri yapıldı. 

c) Kitte bulunan 96 kuyucuklu tabağa, her kuyucuğa 100 µl olacak Ģekilde standart 

ve örnekler eklendi. 2,5 saat oda ısısında, çalkalama cihazına konularak düĢük 

hızda inkübe edildi. 

d) Tabağın içeriği tek hareketle döküldü ve kalınlaĢtırılmıĢ kâğıt havlunun üzerine 

kapatılarak yavaĢça üzerine vurularak, içeriğin tamamen dökülmesi sağlandı. 

Daha önceden seyreltilerek hazırlanan yıkama solüsyonu ile her kuyucuğa çoklu 

pipet ile 300 µl yıkama solüsyonu eklendi ve tek hareketle döküldü. Bu yıkama 

iĢlemi 4 kez yapıldı. 

e) Daha önceden hazırlanmıĢ BiotinlenmiĢ antikor solüsyonu 100 µl olarak her 

kuyucuğua çoklu pipet yardımıyla eklendi ve 1 saat çalkalama cihazında düĢük 

hızda ve oda sıcaklığında inkübe edildi. 

f) Yıkama iĢlemi (d) aĢamasındaki Ģekilde tekrarlandı. 

g) Streptavidin solüsyonu, (100 µl) her kuyucuğa eklendi ve çalkalama cihazında 

düĢük hızda ve oda sıcaklığında inkübe edildi. 

h) Yıkama iĢlemi (d) aĢamasındaki Ģekilde tekrarlandı. 

i) Substrat reaktifi, (100 µl) her kuyucuğa eklendi ve alimünyum folyo ile ıĢık 

almayacak Ģekilde kapatıldıktan sonra, çalkalama cihazında düĢük hızda 30 

dakika inkübe edildi. 



j) Yıkama iĢlemi (d) aĢamasındaki Ģekilde tekrarlandı. 

k) Her kuyucuğa 50 µl durdurma solüsyonu eklendi ve ELIZA plate reader ile 450 

nm de absorbans değerleri kayıt edildi. 

 

3.9.2. IL-6 Ölçümü 

 

IL-6 düzeyleri ELISA kiti (RayBiotech Inc. A.B.D) kullanılarak ölçüldü. Ölçümde 

mikro plate reader (450nM dalga boyu seçilerek) kullanıldı.  

TNF-α düzeyleri ELISA kiti (RayBiotech Inc. A.B.D) kullanılarak ölçüldü. Ölçümde 

mikro plate reader (450nM dalga boyu seçilerek) kullanıldı.  

a) Kitte bulunan solüsyonlar oda sıcaklığına getirildi. 

b) Solüsyonlarda gerekli seyreltme iĢlemleri yapıldı. 

c) Kitte bulunan 96 kuyucuklu tabağa, her kuyucuğa 100 µl olacak Ģekilde standart 

ve örnekler eklendi. 2,5 saat oda ısısında, çalkalama cihazına konularak düĢük 

hızda inkübe edildi. 

d) Tabağın içeriği tek hareketle döküldü ve kalınlaĢtırılmıĢ kâğıt havlunun üzerine 

kapatılarak yavaĢça üzerine vurularak, içeriğin tamamen dökülmesi sağlandı. 

Daha önceden seyreltilerek hazırlanan yıkama solüsyonu ile her kuyucuğa çoklu 

pipet ile 300 µl yıkama solüsyonu eklendi ve tek hareketle döküldü. Bu yıkama 

iĢlemi 4 kez yapıldı. 

e) Daha önceden hazırlanmıĢ BiotinlenmiĢ antikor solüsyonu 100 µl olarak her 

kuyucuğua çoklu pipet yardımıyla eklendi ve 1 saat çalkalama cihazında düĢük 

hızda ve oda sıcaklığında inkübe edildi. 

f) Yıkama iĢlemi (d) aĢamasındaki Ģekilde tekrarlandı. 

g) Streptavidin solüsyonu, (100 µl) her kuyucuğa eklendi ve çalkalama cihazında 

düĢük hızda ve oda sıcaklığında inkübe edildi. 

h) Yıkama iĢlemi (d) aĢamasındaki Ģekilde tekrarlandı. 

i) Substrat reaktifi, (100 µl) her kuyucuğa eklendi ve alimünyum folyo ile ıĢık 

almayacak Ģekilde kapatıldıktan sonra, çalkalama cihazında düĢük hızda 30 

dakika inkübe edildi. 

j) Yıkama iĢlemi (d) aĢamasındaki Ģekilde tekrarlandı. 

k) Her kuyucuğa 50 µl durdurma solüsyonu eklendi ve ELIZA plate reader ile 450 

nm de absorbans değerleri kayıt edildi. 

 



3.10. Ġstatistik 

 

Sonuçlar Student-t (paired) testi kullanılarak değerlendirilmiĢtir. P<0.05 değeri 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

BÖLÜM IV 

 

BULGULAR 

 

4.1. Pilot ÇalıĢmalar 

 

ÇalıĢma süresinde toplam 20 adet sıçan kullanıldı. Bunlardan 9 tanesi pilot çalıĢmada 

kullanıldı. Pilot çalıĢmalarda mononükleer hücrelerin ayrıĢtırılması, sayılması ve 

canlılık oranlarının kontrolü yapıldı. Geri kalan 11 sıçan ile deneyler yapıldı. 6 (altı) 

sıçan ile yapılan deneylerden elde edilen sonuçlar, deney protokolü değiĢtirildiği 

ve/veya sonuçlar değerlendirilemediği için hesaplamalarda kullanılmadı. Geri kalan 5 

sıçandan elde edilen sonuçlar değerlendirildi. 

 

4.2. Hücrelerin Canlılıklarının Kontrolü 

 

Hücreler lam üzerine yayıldı ve lamelle kapatılarak, lam lamel arasındaki boĢluktan 1µl 

Trypan Blue kullanılarak boyandı ve mikroskop altında canlılıklarına bakıldı. Hücre 

zarı yapısı bozulan hücreler mavi renk ile göründü. Canlılık oranları >%98 olarak 

bulundu. 

  

4.3. TNF-α Miktarları 

 

LPS 100ng/ml ile, LPS + metformin (2,5µM, 25µM, 250µM) karĢılaĢtırıldığında 

(2179±359 ve 1613±437, 2915±57, 6059±948 pg/ml), aralarındaki fark istatistiksel 

olarak anlamlı bulunmadı (p>0.05) (Çizelge.4.1, ġekil.4.2). Metformin tek baĢına 

verildiğinde TNF-α miktarları üzerinde bir etki oluĢturmadı.  

 

 

 

 

 

 

 



Çizelge.4.1. Mononükleer hücrelerden LPS (100ng/ml) ve LPS + Metformin (2.5, 25,  

250µM) etkisi ile salıverilen TNF-α (pg/ml) miktarları (ort.± standart hata, p 

değerleri LPS 100ng/ml ile karĢılaĢtırıldığında).  

 

LPS (100ng/ml) 

(n=5) 

LPS+Met (2.5µM) 

(n=5) 

LPS+Met (25µM) 

(n=5) 

LPS+Met(250µM) 

(n=3) 

TNF-α (pg/ml) 

2179±359 

TNF-α (pg/ml) 

1613±437 

TNF-α (pg/ml) 

2915±572 

TNF-α (pg/ml) 

6059±948 

p değeri 0.197 0.304 0.123 

Met: Metformin, LPS: Lipopolisakkarid, V: TaĢıyıcı 
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ġekil.4.2.LPS (100ng/ml) ile indüklenmiĢ mononükleer hücrelerden LPS ve LPS +  

Metformin (2.5, 25, 250µM) aracılığı ile salınan TNF-α miktarları (pg/ml, 

ort.±standart hata). Met: Metformin, LPS: Lipopolisakkarid, V:TaĢıyıcı 

 

LPS 1µgr/ml ile, LPS + metformin (2,5µM, 25µM, 250µM) karĢılaĢtırıldığında 

(1752±553 ve 3023±745, 2344±598, 6238±841 pg/ml), 2,5µM (p<0,05) ve 250µM 

(p<0.05) metformin TNF-α değerlerini anlamlı Ģekilde artırırken, 25µM metformin 

anlamlı bir fark oluĢturmadı (p>0.05)(Çizelge.4.2, ġekil.4.3).  

 

 

 

 



 

Çizelge.4.2. Mononükleer hücrelerden LPS (1µg/ml) ve LPS + Metforminin (2.5, 25,  

250µM) etkisi ile salıverilen TNF-α (pg/ml) miktarları (ort.± standart hata, p 

değerleri LPS 100ng/ml ile karĢılaĢtırıldığında, *p<0.05).  

Met: Metformin, LPS: Lipopolisakkarid, V: TaĢıyıcı. 
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ġekil.4.3. LPS (1µg/ml) ile indüklenmiĢ mononükleer hücrelerden, LPS ve LPS + 

Metformin (2.5, 25, 250µM) aracılığı ile salınan TNF-α miktarları (pg/ml, 

ort.±standart hata, *p<0.05). Met: Metformin, LPS: Lipopolisakkarid,                 

V: TaĢıyıcı 

 

4.4. TNF-α Miktarlarının LPS’nin Yüzdesi Olarak Değerlendirilmesi 

 

TNF-α miktarları, LPS 100ng/ml+metformin taĢıyıcı ile elde edilen değerler 100 kabul 

edilerek, bu değerin yüzdesi olarak hesaplandığında, LPS 100ng/ml ile LPS + 

metformin (2,5 µM, 25 µM, 250 µM) arasındaki (100±0.0 ve 75±18, 140±31, 154±34), 

farklar istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı (p>0.05)(Çizelge.4.3, ġekil.4.4).  

 

 

LPS (1µgr/ml) 

(n=5) 

LPS+Met (2.5µM) 

(n=5) 

LPS+Met (25µM) 

(n=5) 

LPS+Met(250µM) 

(n=3) 

TNF-α (pg/ml) 

1752±553 

TNF-α (pg/ml) 

3023±745* 

TNF-α (pg/ml) 

2344±598 

TNF-α (pg/ml) 

6238±841* 

p değeri 0.044* 0.108 0.021* 



 

Çizelge.4.3. Mononükleer hücrelerden LPS(100ng/ml+V) ve LPS+Metformin (2.5, 

25, 250µM) aracılığı ile salınan TNF-α miktarlarının, LPS 100ng/ml‟nin yüzdesi 

olarak ifadesi (ort.±standart hata, p değerleri LPS 100ng/ml ile 

karĢılaĢtırıldığında).  

 

LPS (100ng/ml) 

(n=5) 

LPS+Met (2.5µM) 

(n=5) 

LPS+Met (25µM) 

(n=5) 

LPS+Met (250µM) 

(n=3) 

100±0 75,7±18,7 140,2±31,8 154,3±34,4 

p değeri 0,264 0,276 0,255 

Met: Metformin, LPS: Lipopolisakkarid, V: Metformin taĢıyıcı. 
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ġekil.4.4. Mononükleer hücrelerden LPS(100ng+V) ve LPS + Metformin (2.5, 25,  

250µM) aracılığı ile salınan TNF-α miktarlarının, LPS 100ng/ml‟nin yüzdesi 

olarak ifadesi (ort.±standart hata). Met: Metformin, LPS: Lipopolisakkarid, 

V:Metformin taĢıyıcı 

 

TNF-α miktarları, LPS 1µg/ml+metformin taĢıyıcı ile elde edilen değerler 100 

kabul edilerek bu değerin yüzdesi olarak hesaplandığında, LPS 1µg/ml ile 

LPS+metformin (2,5 µM, 25 µM, 250 µM) arasındaki (100±0.0 ve 241±80, 218±95, 

277±50), farklar istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı (p>0.05)(Çizelge.4.4, ġekil.4.5).  

 

 

 

 



Çizelge.4.4. Mononükleer hücrelerden LPS(1µg/ml+V) ve LPS+Metforminin (2.5, 25, 

250µM) aracılığı ile salınan TNF-α miktarlarının, LPS 1µg/ml‟nin yüzdesi olarak 

ifadesi (ort.±standart hata, p değerleri LPS 1µg/ml ile karĢılaĢtırıldığında).  

Met: Metformin, LPS: Lipopolisakkarid, V: Metformin taĢıyıcı. 
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ġekil.4.5. LPS (1µgr/ml) ile indüklenmiĢ mononükleer hücrelerden, LPS ve LPS+ 

Metforminin (2.5, 25, 250µM) aracılığı ile salınan TNF-α değerlerinin, LPS 

1µgr/ml‟nin yüzdesi olarak ifadesi (ort.±standart hata, p değerleri LPS 1µg/ml ile 

karĢılaĢtırıldığında). Met: Metformin, LPS: Lipopolisakkarid, V: Metformin 

taĢıyıcı. 

 

4.5. IL-6 Ölçüm Değerleri 

 

Bütün deneylerde IL-6 miktarları ölçülebilir düzeyde değildi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

LPS (1µgr/ml) 

(n=5) 

LPS+Met (2.5µM) 

(n=5) 

LPS+Met (25µM) 

(n=5) 

LPS+Met (250µM) 

(n=5) 

100±0 241±79,9 218,6±95,8 277±50,1 

P>0.05 0,151 0,284 0,072 



 

BÖLÜM V 

 

TARTIġMA 

 

Metformin, hem tek baĢına, hem de diğer oral antidiyabetiklerle birlikte diyabet 

tedavisinde en sık kullanılan ilaçtır (37,38). Yağdan zengin diyetle beslenen sıçanlarda, 

metformin, karaciğer ağırlığında değiĢim yapmamakla beraber, karaciğerin trigliserid 

içeriğinde anlamlı azalma yapmıĢtır. Ġlave olarak hepatik proteinlerde nitrozilasyonu ve 

iNOS indüklenmesini güçlü bir Ģekilde inhibe etmiĢtir. Bu antiinflamatuar etkisi, 

karaciğer dokusunda TNF-α miktarının ve MMPs aktivitesinin azaltılması ile teyit 

edilmiĢtir (5). 

Metformin, kısmi hepatektomi yapılmıĢ deney hayvanlarında LPS ile oluĢturulan 

karaciğer fonksiyon bozukluklarını, karaciğerde nötrofil birikimini ve karaciğerde IL-6 

ve interferon-γ artıĢını engellemiĢtir (3). Benzer Ģekilde, hayvan deneylerinde 

oluĢturulan non-alkolik steatohepatit modellerindeki hepatik inflamasyon ve insandaki 

benzer klinik tablo metformin tarafından azaltılmıĢtır (39,40). Ġn-vitro olarak, 

sitokinlere maruz bırakılan insan umblikal ven endotel hücrelerinin oluĢturduğu 

inflamatuar yanıtta metformin tarafında azaltılmıĢtır (41). Ġntratrakeal LPS injeksiyonu 

ile oluĢturulan akut akciğer hasarı modellerinde, farelerde, metformin, antiinflamatuar 

etki göstermiĢ olup, bu etkisi kan Ģekerini düĢürücü etkisinden bağımsızdır (42). Zira bu 

hayvanlarda kan Ģekeri yüksek bulunmuĢtur. Metformin, akut akciğer hasarı gibi akut 

inflamatuar durumları önlemek için faydalı olabilir. Jaroslaw W. vd (2008) farelerden 

elde edilen nötrofilleri, metformin (0-250µM, 2.5 saat) ve/veya LPS (100ng/ml, 5 saat) 

ile inkübe etmiĢlerdir (önce metformin sonra LPS eklenmiĢ) (42). Metformin, LPS ile 

indüklenen hücrelerden salınan TNF-α miktarını anlamlı bir Ģekilde azaltmıĢtır 

(yaklaĢık olarak %50 ).  

Jaroslaw W. vd‟nin (2008) uyguladığına benzer bir deney protokolü bu çalıĢmada 

kullanılmıĢtır (42). Bu çalıĢmada, üç farklı konsantrasyonda uygulanan metformin (2,5, 

25, 250µM), LPS (100ng/ml) ile indüklenmiĢ TNF-α sentez ve salınımına karĢı anlamlı 

bir azaltıcı etki göstermedi. Sadece 2,5µM metformin ile olan grupta TNF-α değerleri 

%37 civarında düĢmesine rağmen istatistiksel anlamlı farka ulaĢamadı. Diğer iki 

konsantrasyonda uygulanan metformin, TNF-α değerlerini azaltmadığı gibi artırdı. 

Özellikle 250µM konsantrasyondaki metformin, LPS ile indüklenen TNF-α miktarını 



yaklaĢık %50 oranında arttırdı. Metformin insanda kullanıldığı dozlarda etkin kan 

konsantrasyonu yaklaĢık olarak 2µM civarındadır. Dolayısıyla, 250µM etkin 

konsantrasyonun yaklaĢık olarak 100 kat fazlasıdır. Bu nedenle, bu konsantrasyonda 

toksik etkilerin ortaya çıkması beklenebilir. Bu çalıĢmada, LPS 1µgr/ml dozunda da 

kullanılmıĢtır. Metformin yine üç değiĢik konsantrasyonda bu doz LPS ile inkübe 

edilince, TNF-α miktarlarını azaltmadığı gibi yaklaĢık olarak %100-150 oranında 

arttırmıĢtır. Bu artıĢ 2,5 ve 250µM konsantrasyonda uygulanan metformin ile 

istatistiksel anlama ulaĢtı. Bu da yine artmıĢ LPS toksisitesinin, düĢük doz metformin 

ile engellenemediği, yüksek dozlarda ise metforminin kendi toksisitesininde olaya 

karıĢtığı Ģekilde yorumlanabilir.  

Bu çalıĢmadaki sonuçlar ile, Jaroslaw W. vd„nin(2008) bulguları arasındaki 

farklılık iki Ģekilde açıklanabilir (42). Bunlardan birincisi, çalıĢmalarda kullanılan 

türlerin farklı olmasıdır. Bu çalıĢmada sıçan kullanılırken, diğer çalıĢmada fare 

kullanılmıĢtır. Ġkincisi, bu çalıĢmada mononükleer hücreler kullanılmıĢken Jaroslaw W. 

vd. (2008) nötrofilleri kullanmıĢtır (42). TNF-α primer olarak makrofajlardan 

salgılandığı için, kullanılan hücre türünün farklı olması da sonuçların farklı olmasını 

açıklayabilir.  

Metforminin glukoz metabolizması üzerindeki etkilerine ilave olarak, plazminojen 

aktivatör inhibitörünü (PAI)-1, von-Willebrand faktörünü ve düz kas hücre 

kontraktilitesini azalttığı gösterilmiĢtir (43,44,45). Ġlaveten, metformin, bazı polikistik 

over sendromu vakalarında plazmada, soluble intrasellüler adezyon molekülü, vasküler 

hücre adezyon molekülü-1, makrofaj migrasyonu inhibitör faktör ve CRP gibi 

inflamasyon belirteçlerini de azalttığı gösterilmiĢtir (46,47,48). Bu çalıĢmalarda, 

metforminin inflamasyonun modülasyonunda rolü olduğunu düĢüncesini destekleyen 

sonuçlar elde edilmiĢtir.  

Kikuo Isoda vd.(2006) metforminin, IL-1β ile indüklenen insan düz kas hücreleri, 

endotel hücreleri ve makrofajlardan IL-6 salınımını inhibe ettiğini bulmuĢtur (49). 

Bizim çalıĢmamızda ise LPS, IL-6 salınımı üzerinde bir etki göstermedi. Metforminin 

de hem tek baĢına hem de LPS ile indüklenen hücrelerden IL-6 üzerinde bir etkisi 

yoktu. Bu farklılık hücrelerin elde edildiği türlerin farklı olması ile açıklanabilir.  

Klinik çalıĢmalar, metforminin, diyabetik hastalardaki kardiyovasküler olayları 

düzeltici etkisinin glukoz düzenleyici etkisinden bağımsız olduğu ve metforminin insan 

vasküler düz kas, endotel hücreleri ve makrofajlarda IL-6 ve IL-8 salınımını azalttığı 



bulunmuĢtur (49). Bu antiinflamatuar etkilerini insanda tedavide kullanılan kan 

konsantrasyonlarında göstermiĢtir.  

AMP aracılı aktive olan protein kinaz (AMPK) aktivitesi, hücre içindeki 

AMP/ATP oranı aracılığıyla düzenlenir ve hücre içi enerji düzenlenmesi ve metabolik 

streste önemli rol oynar. Metforminin AMPK‟yı aktive ettiği gösterilmiĢtir. Yoshiyuki 

Hattori ve arkadaĢları metforminin, insan umblikal ven endotel hücrelerinde, TNF-α ve 

IL-1β ile indüklenen proinflamatuar ajanlar ve adezyon moleküllerinin oluĢumunu 

AMPK‟yı aktive ederek azalttığı gösterilmiĢtir (41). Bu nedenle metforminin, diyabetik 

hastalarda antiaterojenik bir ilaç olarakta etkili olabileceği yorumu yapılmıĢtır.. 

Obezlerde, plazmada proinflamatuar bir durum olan, migrasyon inhibitör faktör 

(MIF) konsantrasyonun ve mononükleer hücrelerde mRNA expresyonun artmıĢ olduğu 

bulunmuĢtur. Bu artıĢ vücut kitle indeksi, serbest yağ asitleri ve CRP ile iliĢkilidir. 

Metformin tedavisi obezlerde plazma MIF konsantrasyonunu azaltmıĢtır ve bu sonucun 

ilacın potansiyel antiinflamatuar etkisine katkısı olduğunu düĢündürmüĢtür. MIF 

proinflamatuar bir sitokin olup, deney hayvanlarında endotoksin uygulanmasından 

sonra plazma konsantrasyonu artar (50,51,52). MIF salınımının artması için gerekli olan 

endotoksin miktarı TNF-α salınımını arttırmak için gerekli olan miktarın 10‟da biridir 

(53). MIF makrofajlar ve adrenokortikotropik (ön hipofiz) hücrelerinden salıverilen ve 

sekretuar hücrelerde depo edilen tek sitokindir. 

Yoğun bakım hastalarında hiperglisemi sık görülür ve tedavide insülin kullanılır. 

Ghazal ve arkadaĢları, insülin tedavisine metformin eklenmesiyle bu hastalarda plazma 

TNF-α, IL-6 ve nitrik oksit miktarları anlamlı bir Ģekilde düĢürdüğünü bulmuĢtur (54). 

Ġnsülin tek baĢına verildiğinde de bu inflamasyon parametrelerinde düĢme olmuĢtur. 

Ancak bu düĢüĢ metformin eklenmesiyle daha belirgin bir hale gelmiĢtir (54). Bu 

çalıĢmada kullandığımız sıçanlar sağlıklıydı (diyabetik, obez, yada herhangi bir 

inflamatuar hastalık yoktu). Oysa literatürde kullanılan hücreler ve hayvan 

modellerinde, ya hastalar ya da obez örnekler kullanılmıĢtır. Bu çalıĢmada sağlıklı 

sıçanların kullanılmıĢ olması, elde ettiğimiz sonuçların diğer çalıĢmalarda elde edilen 

sonuçlardan farklı olmasını açıklayabilir. Hastalardan veya obez hayvanlardan alınan 

hücrelerin yanıtları farklılık gösterebilir. Ancak TNF-α değerleri üzerindeki etkisi 

açısından farklı çalıĢmalar vardır (55,56). Bazı çalıĢmalarda, obez olmayan deneklerde 

metformin TNF-α değerlerini ya artırmıĢ yada bir etki göstermemiĢtir. 

Bu çalıĢmada, metformin, 100ng/ml LPS ile indüklenen sıçan mononükleer 

hücrelerinden, TNF-α salınımını, düĢük konsantrasyonda (2,5 µM) azaltmaya, yüksek 



konsantrasyonlarda (25 µM ve 250 µM) ise arttırmaya yönelik bir etki gösterdi. Ancak 

bu etkiler istatistiksel olarak anlamlı çıkmadı. Hücreler 1µg/ml LPS ile indüklendiğinde 

ise, metformin her 3 konsantrasyonda da TNF-α salınımını artırdı. Bu artıĢ 2,5 µM ve 

250 µM konsantrasyonlarında istatistiksel olarak anlamlı bulundu. IL-6 ise bu 

çalıĢmada ölçülebilir değerlere ulaĢmadı. Sonuç olarak bulgularımız literatür bilgilerini 

dekteklememektedir. Farkın sebebi tür farklılıkları, deney koĢulları farklılıkları ve 

kullanılan metformin konsantrasyonların farklı olması ile açıklanabilir. 
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